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萩 原 文 二
図1は,全 体 の ブロックダイァグ
ラムであ る。生体試料 のホモゼネー
トやそのバ ッファー溶液は,凍 結す
ると粒子 や氷の微結晶に よる散乱 の
ため不透明になる。 このよ うな試料
に光 を通 すために,安 価 なしか も強
力な光源 として,ヨ ー素 ランプ(岩
崎電機:(拠artzHalogen
L昂mpl2V50W)を 定格 を少 し
.




生体申の色素(例 えば,ヘ モグロビン,ミ オグ ロピン,カ グラーゼ,ペ ル オキシダーゼ,各 種 の チ ト
クローム類 などのヘム酵素や ペムたんぱ く質)は,広 く生化学者に より,分 光学的 に研 究され て来 た。
ケ_リ ンとハー トレーは,1949年 に,ヘ ムたんぱ く質 の吸収 スペ ク トルが,液 体窒素温度 で尖鋭化す
る事を報告した。 この現象は,現 在ケー リン ・ハー トレー効果 と呼 ばれ ている。その後,混 濁試料 を測
定す る方法力1試み られ,Shibataの オパール グラス法やGhanceの スプリッ トビー ム法 な ごがよ く
知られている。
.
我 ・は・196跨 に・C聯ceの ・プ リ・ ぼ 一 ム灘 改良 し・二重 デ ・ワー方式 を採用す る獣
より,4.2。K:ん300。Kで安定に生体試料凍結溶液の吸収 スペ ク トルを測定す るシステ ムを完成 した。





















図1.ス プ リ ッ ト ピー ム 型 自 記 分 光 々度 計 の ブ ロ ッ ク ダ ィ
ア グ ラ ム(B。Hagiharaand,T.Ii2}Uka,
J.Biochem.,69355(1971)よ り
で分光 される。 この単色光 を60じ/sで 回転振動 するバ イブレー ションミラーによ りスキャ.ンさせ て,
試料溶液側(キ ュベ ッ トのS)と 比較溶液側(B)を 通過 させ る。 こめ光は,キ ュベ ッ トの直後 に置か
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れたエ ン ドオ ン型光電子増倍 管(EM工9558qB)で 検出 され,比 較 溶液Rを 通遍 した光 の量 をた え
ず一定 に保?よ うにゲ インコン トロール を行な う。出力を増 巾し,試 料溶液Sの 吸光度Aは ログア ンプ
を通 して ・・一ダー晒 させ て・・る。(・ シベ… の法則・・A一 ・・9¥・ な・て… 。 エ。・層工
はそれぞれ入射光,透過光の強度)
図2.ツ イ ン キ ュ ベ ッ トと二 重:デュ ワ ー
① 金 属 の 箱,② 外 デ ュ ワ ー,③ 液 体 窒 素,
④ 内 デ ュ ワー,⑤ 液 体 ヘ リ ウ ム,⑥ 銅 の 筒,
⑦ 窓,⑧ 銅 の 筒 ⑥ の窓,⑨ ツ イ ン キ ュ ベ ッ し
⑩ ネ ジ,⑫ ベ ー ク ラ イ トの棒(10伽 φ),
⑫ 金 属 パ イ プ、 ⑬ 金 属 の キ ャ ッ プ,⑭ ゴ ム チ
ュ ー ブ,⑮ ゴ ム パ ッキ ン グ,'⑯ 液 体 ヘ リ ウ ム
導 入 用 パ イ プ(ト ラ ン ス フ ァ ー チ ュ ー ブに 合
わ せ る。),⑰ ゴ ム チ ュ ー ブ,⑱ ス ク リ ュ ウ コ
ッ ク,⑲ ノ・一 メ チ ッ ク シ ー ル,⑳ 熱 電 対,カ
ー ボ ン抵 抗,内 部 ヒー タ ー の リー ド,⑳ 真 空
コ ッ ク,⑫ ゴ ム板(ク ッ シ ョ ン),⑳ 内 デ ュ
ワー 固 定 用 の や クライ ト 板,⑳ ⑳ パ ッキ ン グ
用 蝶 ネ ジ ⑳ ネ シ,⑳ 外 部 ヒ ー タ ー,⑳ 内 部









図2は,液 体He用 二重デ ュワーに セッ トされた ツインキュベッ トを示す。内 ・外 デュワー④,② は,
ライ トパ スの位置だけ帯状 にメ ッキを抜い てあ り,金 属箱① にお さめられ ている。 ツインキュベッ ト⑨
は,3伽 厚 のアル ミ板 の一端 に ヨの字型 の切 り込みを入れ両面 をアク リ〃板 でお さえ,試 料側 と比較溶
液側 を構成 してい る。試料側 にはカーボ ン抵抗 と金 コパル}一 銅 の熱電対が挿入 してあ りそれぞれ,4.2
～500正(と5◎～300。Kの 温度範囲を カバーす る。上部には,ヘ リウム回収 用部品がついている。又内
デュワーの外側には,銅 の筒が まいてあ り,ラ イ トパスよ り下の液体窒素につかっている。光電子増倍
管は金属箱① の直後におかれる。以後は図1で 説明 した通 りである。
〔余談 〕 図2に 示:した ような複雑なHe回 収装置がっいている と,試 料 のと りはずしが大変である。
又阪大 の場合週三回のヘ リウムデーでは,測 定は,順 調に行 って も,週 三回が限度であろ う。 これで計
算す ると,一 年に40週 として,120回 測定可能 となる。所 で筆者の一入が,ペ ンシルバニア大医学
部に,こ のデ ュワーを持参 し,He温 度で の測定 を行な った時 は,回 収装置は不要で,試 料 の とりか え
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が楽 な事 と,ペ ッセルか ら自分で勝手 に液体ペ リウムを使 用できた(こ れは夜中で も実験 できる事 を示
唆している)の で,一 日四回の測定が出き,一 週五 日制セも一 カ月半に優に150回 近 くの測定を行 な
った。 さらに脅威 を感 じたのは,生 体試料 の4.2。Kでの測定(ESR,吸 収 スペク トノレな ど)を,医 学部
で,大 変簡単 にやっている とい う点である。
[例1]表 紙 に示 した のは,肝 臓の ミクロゾームよ り抽 出 した,チ トクロームb5の 吸収 スペ ク ト
ルを各温度で測定 した ものである。室温では,555加1の ピーク(い わゆる α一 バン ド)は ブロー ドで
はっき りしないが,4.20Kでは,は っきりしたダブル ピークになってお り,又530nm前 後 のいわゆる
β一バ ン ドは,.42。Kにな ると,最 低5つ のピーク㌍割 れる。 ζの ような微細構造 の記 述は,生 体内 の
臓器に存在す るチ トクローム類 の分析(定 量 や同定)ヶ 行 な うために重要である。薬物投与 レ売 りガ ン
にかかった動物 の臓器 などで,生 理機能に重要 な役割.を果 してい る呼吸酵素(チ トクロームな ど)の 定
量を行な う事は,医 学,薬 学方面への応用例 として将来性が期待 され ている。
所で我 々の最近 の研究(B.Hagihara,R.OShino踊dT.Iizuka,J。Biσcheln投
稿申)か ら,各 種 チ トクロームは,液 体窒素温度では ピークの分離及び ピー ク位置の ブルーシ フ トが不
十分であるのに対 し,20。K:以下では十分である事がわか った。 それゆえ,生 俸試料 のチ トク ロー.ム分





キュベ ッ トの淳 さは,.3伽で
あるがグ リセ リンな どの溶媒
を用し・る事に より氷の微結晶




すなわち濃度 の うずい試料 で
も,30倍 も増幅され るこ と
になるので,微 量 の生体試料
測定 には大変有利 であ る。






















































(cya豆ateco∬1p■ex)の吸収 スペク ト〃の温度変化である。80,5。K.では536nmに ピーク,.
570nmに 肩を もつ1、owSpin型スペ ク ト〃が,温 度上昇 に伴 なって,500,625nmに ピー ク
をもつHighSpin型 スペク トルに変化 して行 く。 この変化 の過程で,三 つの等 吸収点(isosわes-
ticpoint)が 観測 され ることは,二 つの型の スペク ト〃(HighSpin型 とLowSpin型)
のみが関与 してお り,他 の第三のスペク トノレは存在 しない事 を示唆 している6又 この温度範囲では,E
PRシ グナルの温度肇化 も・ よく観測で ぎないので・吸収 スペク トノレに頼 るのが有利 であった。 もちろ
ん常磁性磁化率 の温度変化は,図3に 非常 によ く対応 していた。
図3の よ うに,き れいτな等吸収 点が観測 できるとい う事 は,我 凌の システムが,(物 理的な解析 に必
要な)温 度変化 の測定 に適 している事 を示す。普通 の分光器 でテス トした結果,.温度変化における,等
吸収点は うまく観測 できなか った。
[例3]図4に は,液 体ヘ リウ
ム温度 で光分解 された,コ バノ叶 ミ
オグロ ビン酸素解離型が,温 度上昇
に伴 なって再び酸素化型に もどるプ
・セスを示 した。 ⑤ のよ うに
4且3.5nmに ピ… ク を 持 つ 吸 収 ス ペ
ク トル(酸 素 化 型)は4.20Kで,光
を 吸 っ て,396nmに ピ」 ク を もつ
酸 素 解 離 型 ④ に移 行 す る。
又 ⑤ は温度上昇 とともに50。K近
くで殆 ど完全にもとの酸素化型 ◎
.にも どった・ この ことは・ ポ〃 ブイ
リンの π電子系が吸 った光 エネノレギ
ーで,コ バル トと02分 子 の結 合が
切れ,温 度 を上昇 させ熱 エ ネノレギー
を与 えると再結合す るとい うピクチ
ユアを与えた。
図4の 場合も ⑳3n}nに 等 吸収
点 が観測 されるので,こ の光分解一
熱再結合の現 象で も二つの型(酸 素






























































W陶 曜 騰 閥㊧智翻(・m)
460
コ バ ノレ.トミオ グ ロ ビ ン酸 素 化 型 の




両 型 のEPRシ グ ナ ノレ郵観 測 で き,我 々 の 推 論 の 正 し さ を 証 明 した 。
上 記 三 例 以 外 に,最 近0虹i(理 学 部)は,生 体 試 料 の 凍 結 状 態1こお い て も反 応 が 進 み 得 る 可 能 性 を,
低 温 分 光 灘 よ り証 明 し た ・ こ の 分 野 は ・ 医 学 的 婚 術 や 食 品 工 業 叫 低 温 技 術 が 導 入 さ れ つ つ あ る 現
在 及 び縛 来,重 要 な 基 礎 的 研 究 と な る で あ ろ う。
以 上 低 温 分 光 学 の 基 礎 か ら応 用 ま で,非 常 に 簡 単 に 紹 介 さ せ て 頂 き ま した が,御 質 問 ・御 忠 告 な ど あ
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